昆虫 学 报 4ctc Entomologica Sinica, March 2014, 57(3): 308 -314 ISSN 0454-6296 








首 宿 丫 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 fp25k 基因 的 改造 
及 用 于 稳定 转化 Sf9 昆虫 细胞 系 


谷 琳 珠 ， 张 传 溪 * 


(浙江 大 学 昆虫 科学 研究 所 , 杭州 310058 ) 











摘要 : 【目的 ] 首 蒂 丫 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus ，AcMNPYV ) 在 昆 
虫 细胞 中 连续 传代 以 后 ,会 出 现 从 多 多 角 体 表 型 到 少 多 角 体 表 型 的 转变 ,这 种 转变 与 一 个 编码 25 kDa 蛋白 的 基因 
(Jfew polyhedra, fp25k) 突变 失 活 有 关 。 杆 状 病毒 的 p25k 基因 突变 后 产生 的 包涵 体 (多 角 体 ) 衍 生病 毒 粒子 变 少 而 
出 芽 型 病毒 粒子 增加 ,会 降低 外 源 基 因 在 杆 状 病毒 表达 系统 中 的 表达 。 本 研究 拟 改造 p25k 并 构建 能 持续 表达 
FP25K 蛋白 的 转基因 昆虫 细胞 ,以 克服 杆 状 病毒 户 2 和 基因 易 突 变 导致 的 表达 系统 缺陷 。[ 方 法 ] 本 实验 通过 改造 
杆 状 病毒 p25 基因 在 细胞 传代 过 程 中 容易 产生 突变 的 位 点 ,得 到 mfp25k, 并 将 mfp25k 构建 到 pIZTAV5-His 载体 
上 ,重组 载体 转 染 S@ 细胞 ,通过 Zeocin 抗 性 筛选 逐步 淘汰 未 成 功 转化 的 S@ 细胞。[ 结果 】 成 功 改造 AcMNPV 的 
/025k 基因 的 TTAA 位 点 ,得 到 pIZT-mfp25k 重组 载体 。 重 组 载体 成 功 转 染 S@ 细胞 ,通过 Zeocin 抗 性 筛选 后 获得 基 
因 组 中 带 有 mfp25% 的 S9-mfp25k 稳定 的 转基因 细胞 系 。 用 AcMNPV 的 Jp25k 突变 型 病毒 AcP2 感染 转基因 S89- 
mfp25k 昆虫 细胞 系 与 正常 SS 细胞 ,发 现 转基因 S9-mjp25k 昆虫 细胞 系 表达 的 FP25K 蛋白 可 弥补 病毒 jp25k 基因 
突变 的 缺陷 。[【 结论 ] 建立 的 Se-mjp25 转基因 昆虫 细胞 系 通 过 细胞 表达 FP25K 蛋白 ,可 以 弥补 因 杆 状 病毒 p25k 
基因 突变 产生 的 缺陷 。 研 究 结 果 为 构建 稳定 的 杆 状 病毒 -昆虫 细胞 表达 系统 提供 了 新 途径 。 
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Abstract:【 Aim 】 After serial passages in some permissive insect cells, phenotype of Autographa 








































































































































































































































































































californica multicapsid nucleopolyhedrovirus ( AcMNPV ) has the potential to change from many polyhedra 
(MP) to few polyhedra (FP). This phenomenon is related to mutations occurred in a gene named fp25k 
which codes a 25 kDa protein. The AcMNPYV fp25k mutants produce less occlusion-derived viruses 
(ODVs) and more budded viruses (BVs) than the wild type, usually resulting in reduction of foreign 
protein expression in the baculovirus expression vector system. To overcome the deficiency resulted from 
the mutations of fp25k in baculovirus expression vector system, we modified fp25k and constructed a 
transgenic insect cell line expressing FP25K protein. [Methods) The AcMNPV fp25k gene was modified 
in a site which is easy to be mutated during passage, and a modified fp25k, named mfp25k, was 
produced in this study. mfp25k was combined to plZT/ V5-His vector, the recombinant vector was further 
used to transfect the Spodoptera frugiperda cells (Sf9 ) and S{9 cells which were not successfully 
transformed were eliminated gradually by Zeocin selection. 【Results】We successfully modified AcMNPV 
fp25k in TTAA site and got recombinant vector plZT/V5-mfp25k. After transforming Sf{9 cells and 
selecting with Zeocin, we finally got stable transgenic Sf{9 cell line, SI-mfp25k, which contains mfp25k 
gene in the genome. Sf{f9-mfp25k transgenic cells and normal Sf9 cells were both infected with AcP2 ，the 
AcMNPV fp25k mutant. The results indicated that the transgenic Sf{9-mfp25k cells expressing FP25K 
protein could rescue the phenotype of AcMNPV with fp25k mutations. [Conclusion) The transgenic S{9- 
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mfp25k cells expressing FP25K protein could make up for the shortage of baculovirus caused by fp25k 


mutations. Our results provide a novel way to build stable baculovirus-insect cell expression system. 
Key words: AcMNPV; fp25k; modified fp25k; transgenic insect cells; baculovirus expression 


vector system 


首 苦 丫 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (Autographa 
californica multicapsid nucleopolyhedrovirus, AcMNPV ) 
是 首 个 完成 测序 的 杆 状 病毒 ,是 杆 状 病毒 的 一 个 模 
式 种 。 杆 状 病毒 在 感染 昆虫 细胞 过 程 中 会 产生 两 种 
形态 的 病毒 粒子 :出 芽 型 病毒 粒子 (budded virus， 
BV) 和 包涵 体 衍 生病 毒 粒 子 (occlusion-derived 
virus，ODV) (Rohrmann, 2008)。BYV 主要 完成 细胞 
间 的 水 平 感染 ,可 通过 血 淋 巴 在 昆虫 体内 扩散 ;ODV 
外 层 被 多 角 体 蛋白 包 于 ,可 实现 病毒 在 昆虫 个 体 间 
的 传播 。 昆 虫 摄 入 包涵 体 后 ,多 角 体 蛋白 外 过 在 高 
碱 性 昆虫 中 肠 中 溶解 ,释放 出 ODV ,ODV 穿 过 围 食 
膜 后 感染 中 肠 上 皮 细 胞 , 核 衣 壳 进 入 宿主 细胞 进行 
基因 组 复制 ,感染 12 bh 后 , 子 代 核 衣 壳 通过 出 芽 产 
生 BV。 在 感染 大 约 24 h 后, 子 代 核 衣 壳 除了 产生 
BV 以 外 还 会 产生 ODV ,并 能 在 细胞 核 中 观察 到 明 
的 多 角 体 (包涵 体 ) (Rohrmann, 2008 ) 。 

AcMNPYV 在 昆虫 细胞 中 连续 传代 以 后 会 产生 从 
多 多 角 体 表 型 (many polyhedra，MP ) 到 少 多 角 体 表 
型 (few polyhedra, FP) 的 转变 ,经 过 连续 传代 ,突变 
型 病毒 会 逐渐 积累 (Cheng et al., 2013a)。Hink 等 
(1973 ) 最 早 在 AcMNPV 感染 的 粉 纹 夜 蛾 
Trichoplusia ni (TN ) 细胞 中 发 现 了 FP 现象 。 经 证 
实 ,FP 表 型 的 产生 与 一 个 编码 25 kDa 和 蛋白 的 基因 
(few polyhedra，, fp25k) 突变 有 关 , 在 被 p25k 基因 突 
变型 AcMNPV 感染 的 TN 细胞 中 ,每 个 细胞 产生 多 
角 体 个 数 一 般 少 于 10 个 ,而 被 野生 型 AcMNPV 感 
染 的 每 个 TN 细胞 中 可 形成 50 个 甚至 更 多 的 多 角 
体 ;多 角 体 中 包 埋 的 ODV 粒子 也 比 野 生 型 的 少 , 但 
BV 产量 成 倍 提 高 (Rohrmann, 2008 ) 。 男 外 ,突变 型 
病毒 还 会 导致 一 些 BV 结构 蛋白 如 GP64 、BV/ODV- 
E26 以 及 主要 衣 壳 蛋白 VP39 合成 的 显 车 增长 
(Braunagel et al., 1999 ) 。 

Jp25k 基因 的 突变 可 能 是 由 宿主 DNA 通过 转 座 
作用 插入 到 .jp25k 的 TTAA 转 座位 点 中 所 造成 ,也 可 
能 是 病毒 DNA 复制 过 程 中 产生 错误 而 引发 ,如 在 高 
突变 率 的 单 碱 基 重 复 区 中 单个 核 苷 酸 的 插入 、 替 换 
或 缺失 等 (Braunagel et cl.，1999 ) , 因 移 人 码 突变 和 插 
入 突变 导致 /p25k 失 活 。Cheng 等 (2013 ) 研究 发 现 
在 S21 细胞 中 繁殖 的 AcMNPV 其 jp25k 基因 突变 的 
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产生 在 3 处 :两 个 高 突变 率 的 7 个 腺 嗓 叭 (A7 ) 核 音 
酸 重 复 序列 (mononucleotide repeats ，MNRs ) 区 及 1 
个 有 宿主 DNA 插入 的 TTAA 转 座位 点 ,与 先前 的 一 
些 研究 相符 。 单 核 昔 酸 在 /25k 基因 A7 MNR 中 的 插 
入 在 LdMNPV (jymaniria dispar multiple nucleopol- 
yhedrovirus ) 、BmNPV ( Bombyx mori nucleopolyhe- 
drovirus ) 和 HearSNPV armigera 
nucleopolyhedrovirus) 中 也 已 有 报道 ,这 被 认为 是 
DNA 聚合 酶 在 MNR 处 滑动 时 产生 错误 所 造成 
(Braunagel et al., 1999; Lua et al., 2002; Nakanishi et 
al., 2010b ) 。 

杆 状 病毒 表达 系统 ( baculovirus expression 
vector system , BEVS) 是 将 外 源 基因 整合 到 杆 状 病毒 
基因 组 上 形成 重组 杆 状 病毒 ,在 昆虫 细胞 或 虫 体 中 
表达 外 源 和 蛋白 的 一 种 真 核 表达 系统 。AcMNPYV 病毒 
在 BEVS 中 应 用 最 广泛 ,BmNPV 也 用 的 较 多 。 表 达 
过 程 中 AcMNPYV jp25k 基因 突变 会 导致 多 角 体 
(polh) mRNA 水 平 降低 ,可 能 是 因 突 变 后 极 晚 期 
polh 启动 子 受到 影响 而 使 驱动 表达 的 效能 降低 ,而 
大 多 数 BEVS 中 外 源 蛋 白 的 高 表达 正 是 依赖 于 极 晚 
期 基因 polh 启动 子 的 高 效 驱 动 。 因 此 p25k 基因 突 
变 会 影响 外 源 和 蛋白 的 表达 水 平 (Cheng ei al.， 
2013a, 2013b)。 

综 上 ,AcMNPV 的 11258k 基因 容易 突变 ,而 突变 
会 严重 影响 BEVS 对 外 源 蛋 白 的 稳定 持续 高 表达 ， 
并 使 得 杆 状 病毒 载体 的 使 用 寿命 变 短 。 本 研究 通过 
同 义 密码 子 蔡 换 , 将 AcMNPYV 的 fj25k 基因 在 细胞 
中 容易 突变 的 TTAA 转 座位 点 进行 改造 后 获得 
mfp25k, 使 之 不 容易 产生 突变 但 仍 能 表达 正常 的 
FP25K 蛋白 产物 ;然后 构建 带 mjfp25k 重组 载体 稳定 
转化 昆虫 细胞 系 ,将 mfp25k 整合 到 细胞 基因 组 中 ， 
以 筛选 出 能 稳定 表达 FP25K 蛋白 的 转基因 细胞 系 ， 
从 而 持久 性 弥补 BEVS 因 AcMNPV 的 p25k 基因 突 
变 引发 的 不 稳定 性 ,为 构建 稳定 的 杆 状 病毒 -昆虫 细 
胞 表达 系统 提供 新 途径 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
1.1.1 细胞 与 病毒 :草地 贪 夜 蛾 SB 细胞 由 本 实验 
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室 保 存 于 液 氮 中 。AcMNPV C6 野生 型 病毒 上 清 液 
保存 于 4%C 。Sf9 细胞 使 用 前 从 液 氮 中 取出 并 复苏 ， 
AcMNPV 病毒 使 用 前 在 细胞 中 进行 活化 和 扩 增 。 
AcMNPYV fp25k 基因 突变 株 系 AcP2 由 美国 Miami 大 
学 CHENG Xiao-Weng 博士 惠 赠 。 

1.1.2 菌 体 和 质粒 :大 肠 杆 菌 Escherichia coli 菌株 
TG1 与 pIZTAV5-His 载体 为 本 实验 室 保 存 , pGEM-T 
easy 载体 购 自 TaKaRa 公司 。 

1.1.3 试剂 :高 保 真 PrimeSTAR Tad 酶 、Taq DNA 
Polymerase .T,DNA 连接 酶 、dNTPs、DNA Marker、 切 
胶 回 收 试剂 盒 . 基因组 提取 试剂 盒 ( Universal 
Genomic DNA Extraction Kit Ver. 3. 0) ,Trizol 等 均 来 


























试剂 盒 购 自 上 海 申 能 博彩 生物 科技 有 限 公司 , 反 转 
录 试 剂 盒 TIANScript RT Kit 购 自 天 根 生 化 科技 有 限 
公司 ,TNM-FH 昆虫 细胞 培养 基 购 自 SICMA , 胎 牛 血 
清 购 自 GIBCO, 转 染 试 剂 Cellfectn 工 购 自 
Jnvitrogen 。 氮 苯 青霉素 ( Amp ) 与 Zeocin 购 自 上 海 
生物 工程 公司 。 
1.2 引物 设计 

用 Primer Premier 5 软件 ,根据 AcMNPYV 的 
P25k 基因 序列 设计 引物 (Gene ID: 1403894) ,如 上 
文 所 述 , +422 bp 处 TTAA 转 座位 点 容易 产生 突变 。 
设计 2 对 引物 FIZR1 和 F27R2 ,通过 分 段 PCR 而 后 
拼接 ,将 TTAA 转 座位 点 修饰 为 TGAA ;而 后 通过 普 

















自 TaKaRa, Kpnl] 与 Xal 限制 性 内 切 酶 购 自 





PCR 将 2 个 小 片段 拼接 ,得 到 mfp25k, 在 让 与 
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Formentas ,质粒 小 量 提取 试剂 盒 与 快速 纯化 /回收 


R2 上 分 别 加 上 Kpn I 与 Xba 工 酶 切 位 点 ( 表 1)。 


表 1 本 研究 所 用 引物 序列 


Table 1 Primer sequences used in this study 


























片段 名 称 引物 序列 (5 -3') 引物 用 途 片段 长 度 (bp) 
Fragment name Primer sequence Use of primers Fragment length 
片段 1 Fl: GGTACCATGGATCAATTTGAACAG .p25k 基因 改造 436 
Fragment 1 R1: TCTTCTTCAGTAACAGCTTTTGCTC fp25k gene modification 
片段 2 F2: TACTGAAGAAGACTCGCGACGCTCTGTT .p25k 基因 改造 319 
Fragment 2 R2 : TCTAGAGTCTGGCAAGAATCACAAC fp25k gene modification 
片段 1 F1': GGCTGAATAATAAGAAGATTAGAAACTATTATT 转基因 细胞 RT-PCR 鉴定 3 
Fragment 1 R1’: TCTTCTTCAGTAACAGCTTTTGCTC RT-PCR identification of transgenic cells 

OpIE2 上: CGCAACGATCTGGTAAACAC 转基因 细胞 基因 组 PCR 鉴定 

mfp25k 910 


OpIE2 R: GACAATACAAACTAAGATTTAGTCAG 
* 下划线 表示 酶 切 位 点 。Underlines show the restriction sites. 





1.3 fp25k 基因 改造 与 克隆 

提取 AcMNPY 病毒 基因 组 ,以 AcMNPYV 病毒 基 
因 组 为 模板 ,用 PrimeSTAR tad 高 保 真 酶 ,分 别 用 
Fl1AR1 和 I27R2 扩 增 并 改造 片段 1,2。PCR 产物 进 
行 凝 胶 电 泳 , 切 胶 回 收 2 个 小 片段 PCR 产物 。 用 
Taq DNA polymerase 与 FT1ZR2 引物 对 将 2 个 小 片段 
进行 普通 PCR 拼接 。PCR 产物 切 胶 回收 ,连接 
pGEM-T easy vector, 转化 TG1 感受 态 细 胞 ,在 含 
50 pg/mL Amp 的 LB 培养 基 上 过 夜 , 经 菌落 PCR 鉴 
定 正确 后 送 测序 ,最 后 得 到 T-m 加 2 和 质粒 。 
1.4 载体 构建 

Kpnl 与 YaoTI 双 酶 切 T-mfp25k 载体 ,获得 两 端 带 
酶 切 位 点 的 myp25k 基因 片段 ;同样 用 Kpnl 与 Xbal 双 
酶 切 pIZTAV5-His 载体 , 酶 切 产 物 进行 电泳 并 回收 ， 
用 T4 DNA 连接 酶 连接 酶 切 下 来 的 myp25% 基因 片段 
与 酶 切 处 理 过 的 pIZTAV5-His 载体 。 连 接 产物 转化 
TG1 感受 态 细胞 ,在 含 Zeocin(50 pg/mL) 的 LB 低 盐 
固体 培养 基 上 培养 过 夜 ,挑选 单 菌落 接种 于 含 50 pg/ 















































PCR identification of genome from transgenic cells 


mL Zeocin 的 LB 低 盐 液 体 培 养 基 中 ,提取 质粒 ,经 PCR 
验证 与 双 酶 切 验证 正确 后 送 测序 ,测序 结果 正确 即 获 
得 重组 plZT-myp25k 重组 载体 。 
1.5 细胞 转 染 

将 1x10" 个 昆虫 Se 细胞 接种 于 35 mm 培养 
地 中, 待 细胞 贴 壁 后 , 吸 除 培养 基 , 用 1 mL 无 血清 培 
养 基 洗涤 3 次 ,加 入 1 mL 含 血 清 培养 基 备 用 。 将 所 
提 50 pL pIZT-m 力 25 载体 加 入 50 pL 无 血清 培养 
基 中 , 混 匀 。 取 8 AL Cellfectin 开 加 入 到 92 pL 无 血 
清 培养 基 中 , 混 匀 。 将 两 个 混合 液 混 匀 后 静 置 
30 min 使 脂 质 体 充分 包 庄 DNA。 将 混合 液 逐 滴 均 匀 
加 入 备用 培养 下 中 。27% 温 育 4 h 后 ,用 新 鲜 培养 
基 洗 两 次 ,加 2 mL 含 血清 培养 基 继 续 培 养 。 
1.6 ”Zeocin 筛选 稳定 转化 的 S89 细胞 系 

转 染 完成 72 ~96 h 后 ( 视 细胞 生长 状况 而 定 )， 
换 入 1 mL 新 鲜 培养 基 , 将 贴 壁 细胞 轻 轻 吹 打 下 来 ， 
按 1:5 的 比例 分 到 5 个 培养 亚当 中 ,每 个 培养 亚 再 
加 入 1 mL 新 鲜 培养 基 , 静 置 1 ~2 h 待 细胞 贴 壁 , 然 
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后 加 入 Zeocin ,每 隔 3 ~4 d 更换 培 养 基 , 筛选 过 
程 中 Zeocin 终 浓 度 一 直 维 持 在 400 pg/mL。 每 天 
在 倒置 荧光 显微镜 (Leica DMI3000) 下 观察 细胞 
生长 情况 至 出 现 发 绿色 荧光 的 细胞 集落 , 当 单 细胞 
生长 而 成 的 细胞 集落 生长 到 一 定 大 小 后 做 好 标记 ， 
用 移 液 枪 枪 头 轻 轻 将 其 挑 出 ,转移 到 新 的 培养 下 
中 培养 。 待 培养 四 中 再 次 出 现 有 绿色 荧光 的 细胞 集 
落后 再 将 其 挑 出 ,转移 到 新 的 培养 耻 中 培养 。 当 细 
胞 覆盖 率 达 到 90% 以 上 后 将 培养 下 中 的 细胞 传 至 
24 孔 板 中 培养 。 当 24 孔 板 中 细胞 覆盖 率 达 到 90% 
以 上 ,并 在 显微镜 下 观察 到 带 绿 色 奖 光 的 细胞 比例 
在 99 以 上 后 , 传 至 细胞 瓶 中 培养 ,继续 保持 14 d 
左右 400 pg/mL Zeocin 浓度 筛选 ,进一步 排除 正常 
细胞 的 污染 。 最 后 获得 mjp255 稳定 转化 的 S89- 
mfp25 转基因 细胞 系 ,后 续 培养 Zeocin 终 浓 度 维持 
在 50 pg/mL。 
1.7 转基因 细胞 系 鉴定 

获得 mjp2 和 稳定 转化 的 S 细胞 系 Sf9-mfp25k 
后 ,提取 S9-mfp25k 细胞 基因 组 及 正常 细胞 的 基因 
组 ,用 OpIE2 F/R 进行 PCR 扩 增 ,正常 细胞 的 基因 组 
作为 对 照 , 对 转基因 细胞 进行 鉴定 ,检测 基因 组 中 是 
否 成 功 转 入 mfp25k 基因 。 用 Trizol 法 提取 S89- 
mfp25k 细胞 的 总 RNA ,按照 反 转 录 试 剂 合 相关 操作 
反 转 录 得 到 cDNA ,用 FI1ZR1 引物 对 进行 PCR ,以 正 
常 细胞 作为 空白 对 照 ,观察 转基因 细胞 SB-mfp25k 中 
是 否 有 mfp25k 相应 的 mRNA 表达 ,从 而 进一步 证 明 
转基因 细胞 S89-myp25k 中 是 否 成 功 插入 并 表 
达 mfp25k。 
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1.8 转基因 细胞 系 拯 救 病毒 fp25k 突变 株 的 表 型 

AcP2 为 一 种 fp25k 突变 型 病毒 ,其 A7-2 MNR 
突变 为 A8-2 MNR ,多 了 1 个 A, 导 致 fp25k 编码 框 移 
码 , 在 S9 细胞 中 繁殖 时 会 出 现 明 显 的 FP 表 型 
(Cheng et al., 2013a) 。 用 AcP2 病毒 粒子 感染 转 基 
因 细胞 S9-mfp25k( MOI > 10) ,以 正常 Sf9 细胞 作为 
对 照 , 观 察 转基因 细胞 与 正常 细胞 感染 症状 以 及 多 
角 体 产生 的 情况 ,从 而 鉴定 转基因 细胞 是 否 对 fp25% 
基因 突变 的 病毒 具有 弥补 作用 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 AcMNPYV /fp25k 基因 经 改造 获得 mfp25k 

以 AcMNPYV 病毒 基因 组 为 模板 ,分 别 用 FIZRI1 
和 F2/R2 扩 增 并 改造 得 到 片段 1 和 2, 电 泳 后 均 在 
相应 大 小 处 出 现 特异 性 条 带 ( 图 1: A) ,大 小 与 预期 
相符 。 回 收 所 得 2 个 片段 用 FlZR2 进行 普通 PCR 
拼接 后 ,经 电泳 在 750 bp 左右 出 现 特异 性 条 带 ,与 
理论 长 度 (743 bp) 相符 , 成 功 得 到 拼接 , 获得 
mfp25k 基因 片段 (图 1: B)。 回 收 所 得 mfp25% 片段 
连接 了 载体 ,用 FIZR2 进行 PCR 鉴定 发 现 750 bp 
左右 出 现 特异 性 条 带 , 成 功 得 到 了 -mfp25k 载体 (图 
1: C)。 将 T-mjp25k 质粒 送 公司 测序 ,所 得 载体 上 
的 mfp25k 片段 序列 与 NCBI 上 AcMNPYV fp25k 的 核 
苷 酸 序列 与 气 基 酸 序 列 进行 比 对 ,改造 结果 与 预期 
相符 , 易 突 变 的 +422 bp 处 TTAA 转 座位 点 TTAA 
AAAAA 成 功 改 造 为 TGAAGAAGA ,改造 后 表达 的 氮 
基 酸 序列 不 变 。 
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图 1 AcMNPYV p25k 基因 改造 
Fig.1 Modification of AcMNPV fp25k gene 
A: FlZR1 和 F2/R2 的 扩 增 片段 1 和 2 (PCR product amplified with FI1ZR1 and F2/R2); B: 片段 1 和 2 拼接 结果 Fragment 1 and 2 splicing; C: T- 
mfp25k PCR 鉴定 PCR analysis of T-mfp25k. M: DNA Marker; 1: F1/R1; 2: F2/R2; 3: F1/R2; 4: F1/R2. 


2.2 ”pIZT-mfp25K 重组 载体 构建 
T-mfp25k 载体 经 过 Kpn I 与 Xba I 双 酶 切 处 
理 ,在 743 bp 处 出 现 了 特异 性 条 带 , 切 下 目的 片段 























mfp25k, 切 胺 回收 ;pIZTAV5-His 载体 经 过 Kpn 工 与 
Xba [ 双 酶 切 处 理 ,在 3 000 bp 与 5 000 bp 之 间 出 现 
载体 条 带 ,也 切 胶 回收 。 将 回收 的 片段 myp254 与 
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pIZTAV5-His 载体 连接 后 转化 TG1 感受 态 细胞 , 提 
取 质 粒 进行 PCR 鉴定 与 双 酶 切 鉴 定 , 均 在 750 bp 处 
左右 出 现 了 特异 性 条 带 (电泳 图 略 ) ,测序 结果 显示 
pIZT-mfp25k 重组 载体 上 所 携带 的 mfp25k 序列 正 
确 , 可 以 用 于 下 一 步 的 细胞 转 染 。 
2.3 转基因 细胞 系 S9-mfp25k 筛选 

pIZTAV5-His 载体 本 身 带 有 绿色 效 光 蛋白 基 
和 Zeocin 抗 性 基因 ,用 pIZT-myfp25k 转 染 SS 细胞 ， 











经 过 400 us/mL Zeocin 抗 性 筛选 2 ~4 个 月 ,通过 稀 
释 与 观察 ,获得 了 带 绿 色 殉 光 的 细胞 集落 Sf9-myfp25k 
(图 2: A) 。 将 该 细胞 集落 进行 扩大 培养 ,继续 通过 2 
个 月 Zeocin 抗 性 盘 选 ,获得 了 有 具 Zeocin 抗 性 的 S9- 
mfp25k( 图 2: B) 转 基因 细胞 系 , 带 绿色 荧光 ,能 在 
Zeocin 作用 下 健康 生长 ,而 未 经 转 染 的 Se 细胞 在 对 
应 浓度 Zeocin 作用 下 会 出 现 不 再 贴 壁 、 细 胞 破碎 、 巨 
型 细胞 等 相应 症状 ,在 1 个 月 内 就 会 全 部 死亡 。 











图 2 经 Zeocin 筛选 得 到 S9-myp254 转基因 细胞 系 
Fig.2 Sf9-mfp25k transgenic cell line after Zeocin selection 
A: S9-mfp25k 细胞 集落 S9-mfp25k cell colony; B: S9-mfp25k 转基因 细胞 系 SB-mfp25k transgenic cell line. 


2.4 转基因 细胞 系 鉴定 

提取 S$@-m 加 255 转基因 细胞 基因 组 ,用 OpIE2 
F/R 进行 PCR 验证 ,正常 细胞 的 基因 组 作对 照 。 
PCR 验证 结果 显示 :用 Sf9-mfp25k 基因 组 为 模板 进 
行 PCR 后 ,在 750 ~1 000 bp 之 间 出 现 了 特异 性 条 
带 , 对 照 的 Sf 细胞 基因 组 中 没有 出 现 相应 条 带 (图 
3: A)。 提 取 S9-mfp25k 转基因 细胞 RNA ,经 反 转 
录 得 到 cDNA ,用 F1'/R1 进行 普通 PCR 发 现 以 S9- 
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mfp25k 细胞 的 cDNA 为 模板 ,在 250 bp 左右 出 现 特 
异性 条 带 , 而 对 照 组 细胞 Sf9 中 则 没有 出 现 相应 条 
带 , 用 反 转 录 前 总 RNA 作为 模板 的 PCR 结果 也 无 
特异 性 条 带 , 说 明 提 取 的 总 RNA 没有 基因 组 DNA 
污染 (图 3: B)。PCR 验证 结果 显示 , 用 pIZT- 
mfp25k 转 染 昆虫 细胞 Sf9 后 ,成 功 将 目的 mfp25k 片 
段 插入 到 昆虫 细胞 的 基因 组 中 , 且 转 基因 细胞 表达 
TT mfp25k 相应 的 mRNA。 


bp 


图 3 ”S89-mfp25k 转基因 细胞 PCR 鉴定 
Fig.3 PCR analysis of Sf9-mfp25k transgenic cell line 














M: DNA marker; 1: Sf9 细胞 温 





因 组 Genome of Sf9 cells; 2: SB9-mfp25k 细 











胞 基因 组 Cenome of S9-mfp25k cells; 3: S89 细胞 cDNA cDNA of S9 





cells; 4: Sf9-mfp25k 细胞 cDNA cDNA of Sf9-mfp25k cells; 5 : S9-mfp25k 细胞 RNA RNA of SI9-mfp25k cells. 
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2.5 ”转基因 细胞 系 拯救 病毒 /p25k 突变 株 的 表 型 
用 等 量 (MOI > 10) AcMNPYV 的 fpr25k 突变 株 
AcP2 ,感染 S9-mfp25k 转基因 细胞 与 SS 正常 细胞 。 
AcP2 感染 Sf9-mfp25 细胞 4 d 后 ,可 以 明显 观察 到 
80% 以 上 的 细胞 中 出 现 了 明显 的 多 角 体 ,多 角 体 折 
光度 高 ,颗粒 大 ,在 显微镜 下 容易 观察 到 ,细胞 基本 
全 部 变 圆 且 不 再 贴 壁 ,一 部 分 细胞 中 的 多 角 体 个 数 
多 于 10 个 , 呈 MP 表 型 (图 4, 箭 头 指 出 MP 表 型 )。 
而 在 对 照 组 Sf9 正常 细胞 中 ,虽然 细胞 也 呈现 出 部 
分 被 病毒 感染 的 症状 ,但 仍 有 40% 左右 的 细胞 仍旧 
保持 贴 壁 状态 , 少 部 分 细胞 中 出 现 少量 多 角 体 ,但 多 
角 体 个 体 小 ,折光 度 低 , 有 可 能 是 多 角 体 尚未 发 育 完 
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图 4 AcP2 感染 S9-mjp25 转基因 细胞 与 正常 S9 细胞 4 d 后 症状 和 多 角 体 表 型 


全 , 亦 有 可 能 是 产生 的 多 角 体 畸形 。 

因此 ,通过 fp25% 基因 改造 并 转化 SS 细胞 , 构 
建 稳定 的 S 人 9-mfp25k 转基因 细胞 系 ,通过 PCR 验证 
与 p25E 突变 型 病毒 AcP2 感染 表 型 观察 ,可 以 推测 
mfp25k 片段 已 成 功 组 合 进 Sf9 细胞 的 基因 组 并 能 
得 到 表达 , SB-mfp25k 转基因 细胞 的 确 能 弥 
补 病 毒 在 宿主 细胞 内 复制 过 程 中 因 访 254 基因 突变 
而 造成 的 多 角 体 形成 变 少 的 问题 ,用 等 量 fp25k 突 
变 病 毒 AcP2 感染 转基因 细胞 与 正常 细胞 后 ,产生 
的 多 角 体 个 数 与 感染 症状 存在 明显 差异 ,转基因 细 
胞 中 多 和 角 体 个 数 多 ,个体 大 、 折 光 性 强 ,一 些 S89- 
mfp25k 细胞 中 还 出 现 MP 表 型 。 


Fig.4 Symptoms and polyhedra formation of AcP2 infected Sf9-mfp25k cells and Sf9 cells 4 d. p.i. 
A: 对 照 细 胞 SS Control Sf9 cells; B: SB9-mfp25k 细胞 S9-mfp25k cells. 箭头 指出 MP。MP is pointed out with arrows. 


3 讨论 


自 Smith 等 (1983 ) 首次 利用 AcMNPV 在 SS9S 细 
胞 中 成 功 表 达 出 具有 生物 活性 的 人 B- 干 扰 素 以 来 ， 
已 有 近 千 种 外 源 蛋 白 在 BEVS 中 得 到 有 效 表达 ， 
BEVS 成 为 基因 工程 四 大 表达 系统 (BEVS、 大 肠 杆 
菌 .酵母 .哺乳 动物 ) 之 一 。BEVS 容量 大 、 安 全 性 
高 .表达 水 平 高 .具有 真 核 修饰 环境 ,已 广泛 应 用 于 
医用 药物 蛋白 和 疫苗 生产 等 实用 领域 ,但 也 存在 病 
毒 容易 突变 , 使 用 寿命 短 ,无 法 连续 应 用 等 不 足 
( Fraser et al.，1983; Kool et ol.，1991 ) 。 对 于 杆 状 
病毒 表达 系统 的 改进 ,目前 的 研究 大 多 是 从 重组 病 
毒 的 角度 来 进行 改造 与 优化 ,探索 更 优质 的 昆虫 细 
胞 系 也 是 另 一 种 途径 (Nakanishi et al., 2010a)。 

AcMNPYV 在 细胞 传代 中 会 因为 Jp25% 基因 突变 
型 病毒 的 累积 出 现 FP 表 型 。 突 变型 病毒 多 角 体 启 
动 子 效 能 降低 导致 polh mRNA 水 平 降低 ,多 角 体 基 


因 表 达 减 少 ,在 包 被 核 衣 这 以 及 0DV 圳 膜 蛋 白 
(ODV-E66 和 ODV-E25 ) 运输 中 存在 缺陷 ,使 得 
ODV 生成 难度 加 大 ,因此 FP25K 蛋白 在 病毒 繁殖 过 
程 中 与 BV 和 ODV 两 种 病毒 粒子 形式 的 分 配 有 关 
( Braunagel et al., 1999; Cheng et al., 2013a, 
2013b) ,突变 后 BV 产量 的 成 倍增 加 有 利于 病毒 在 
细胞 间 的 持续 感染 与 传代 , 相 较 于 野生 型 更 有 选择 
性 优势 。fp25k 基因 的 突变 会 影响 到 BEVS 系统 中 
外 源 蛋 白 的 表达 与 病毒 的 持续 应 用 。Katsuma 等 
(2004) 在 虫 体 上 研究 发 现 , 一 些 记 25% 突变 的 BmNPV 
病毒 粒子 缺乏 赛 膜 , 用 .jz25# 突变 的 BmNPV 感染 家 
答 幼 虫 , 虫 体 死亡 后 液化 程度 比 野 生 型 病毒 低 , 半 致 
死 量 (LD ) 甚至 达到 了 野生 型 病毒 的 1 000 倍 。 
而 , 杆 状 病毒 的 /p254 基因 突变 也 会 导致 其 毒 力 下 降 ， 
不 利于 其 在 宿主 体内 进行 繁殖 。 

AcMNPYV 的 fp25k 基因 突变 多 发 生 于 单 碱 基 重 
复 区 与 TTAA 转 座位 点 ,此 前 ,有 人 已 探索 通过 改造 
P25& 个别 易 突 变 位 点 或 蔡 换 杆 状 病毒 本 号 fp25k 
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基因 ,使 之 不 易 突 变 , 取 得 了 较 好 效果 ( Giri et al.， 
2010; Nakanishi et al., 2010a) 。 本 研究 中 换 一 种 思 
路 ,将 AcMNPYV fp25% 在 细胞 中 容易 产生 转 座 突变 
的 TTAA 位 点 进行 修饰 ,得 到 修饰 型 mjp25%, 稳 定 转 
化 了 昆虫 细胞 Sf ,通过 Zeocin 抗 性 盘 选 建立 SB- 
mfp25k 转基因 细胞 系 ,结果 表明 通过 昆虫 细胞 稳定 
表达 FP25K 蛋白 可 弥补 因 AcMNPYV fp25k 基因 突变 
造成 的 了 P 现象 。 我 们 发 现 Sf9-mfp25k 转基因 细胞 
中 出 现 病毒 感染 症状 的 时 间 要 比 对 照 组 SB 细胞 提 
前 ,因此 我 们 推断 在 昆虫 细胞 基因 组 中 插入 mfp25k 
能 够 提高 fp25% 突变 型 病毒 的 毒 力 。 我 们 构建 的 转 
基因 细胞 系 由 少数 几 个 细胞 分 裂 得 到 ,经 过 几 轮 细 
胞 集落 的 筛选 以 及 长 时 间 的 Zeocin 处 理 , 基 本 筛选 
掉 了 不 具有 Zeocin 抗 性 的 正常 细胞 ,所 得 到 的 转 基 
因 细 胞 系 单一 性 好 ,99% 以 上 的 细胞 均 能 散发 绿色 
严 光 并 能 够 在 相应 的 Zeocin 浓度 处 理 下 健康 生长 ， 
低 浓 度 的 Zeocin 长 期 抗 性 处 理 能 避免 正常 细胞 的 
污染 。 转 基因 细胞 S9-mfp25 在 稳定 外 源 蛋白 表达 
中 的 作用 ,还 需要 进一步 研究 验证 。 我 们 直接 从 细 
胞 角度 对 杆 状 病毒 表达 系统 进行 改造 的 尝试 为 
BEVS 系统 优化 提供 了 新 途径 。 
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